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cellule staminali uniane 
aaiposo. II procedimento 
aa un campxone di tess 
comprendente BSA, taFGF, 
morganxci, ammirioacidi 
crescita di cellule di 
??ii3ir^ staminali umane 
(hFSC) ottenxbili mediant 
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EGr,^ VEGF, LxF^ e5)arxna e usuali sali 
naturalx e vitamxne necessari per la 
mammxfero. L xnvenzione. riguarda anche le 
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DESCRIZIONE . 

La present e invenzione' rigiiarda un procedimento 
per la . preparazione . di cellule staminari umane a 
partire da tin campione di tessuto adiposo o 
muscdlare umano, nonch§ .cellule" staminali umane 
ottenibili. mediante tale procedimento. 

In . particolare, 1' invenzione riguarda la 
preparazione di cellule . staminali umane del 
muscolo (hMSC) e del .tessuto " adiposo (hFSC) a 
partire .da .un campione rlspettivamente di tessuto 
muscblare scheletrico e.di tessuto adiposo. 

E' noto Che il muscolo. scheletrico possiede una 
capacita rigenerativa- " grazie alia presenza di 
cellule immature progenitrici muscolari. Ogni 



fibira 'muscolare contiene/inf afcti -.cellule, capaci- di 
cresceire ^* 4if ferenzi'arsl '.dn f ibre ' muscol'ari; . tall, 
cellule vehgorio * chiam^t.e. '.cellule .satelliti. ' Le.' 
cellule satelliti sono gerieralment.e . .quiescenti e. 
si mantehgono sotto forma' ' Indiff^ sotto la 

lamina basale della fibra muscolare . Una leslone 
del " muscolo det'emiria .-.un' attivazione" . di . queste 
celiuie portandole dalla f ase • quiescerite . alia fase 
di /crescita. . Alciine -(ii ■ queste . V cellule . si ' 
dif ferenzia'no in- miociti che! fondendo" gli uni con. 
gli altri portano- alia rigenerazipne • di * uria nuova , 
fibra muscolare., ripristinando quindi . la normale 
funzione muscoiare. . Un'altra parte . delle cellule 
satelliti rimane in. una f prma ihdif f erenzdata. 
riportando il riumero* . di . cellule satelliti nella 
■ fibra muscolare all^ . quantita originaria.- 

. I present i inyentori hanno ora ixiessp a punto un 
procedimento che" consent^ cii ottenere, . a paftire 
da un campione di tWssutb" muscolare. limario,, cellule 
staminali ancor piix ihdif ferenziate. delle cellule 
satelliti, in quantd in grado di dif f erenziarsi 
sia • in cellule satelliti ma' anche in- . elementi 
cellulari diversi .quali cellule nervose (neuroni, 
gliociti, astrociti) / vascolari (endotelio) e 
dell'osso (osteoblasti) . 



I present! .inyentori hanno inoltre 'Utilizzato lo 
stesso p'rocfedimentO 'di preparazione su campioni- di* 
tessuto • adiposb e ciO; lia consentito ■ lorb . dl 
ottenere. dellule staminali del tessuto adiposo* 
parimenti -in ..grado- . di differenziarsi . sia "in 
cellule muscolari (lisce e stria.te) sia in . cellule 
nervose (neuroni,. glaociti,r astrociti)," va;^colari. 
(endotelio) e .deli'bsso (osteoblasti) . 

Un primo oggetto . della presents inyehzidne e 
quindi un procedimento per la preparazione . di 
cellule . staitiinali umane a partire da un campione 
di tessuto adiposo o muscolare umano^ comprendente 
le . f asi di : . . • ' . • ' * 

. a) preparafe una sospensione cellular.e partire 
dai un campiohe di tessuto adiposo o '^muscolare 
umano; ' . 

b) recuperare le cellule da detta . sospensione 
..cellulare; e 

c) inciibare dette cellule in* un terreno 
comprendente BSA/ bFGF, EGF^ VEGF, LIF^ eparina e 
usuali sali 'iriorganici.V. airaninoacidi • naturali 'e 
vitamine necessari per la crescita di ^ cellule di 
ihammif ero. 

II terreno utilizzato per 1' incubazione delle 
cellule, e pref eribilitiente il terreno, DMEM/F12 



additivato con: •d^-.'.0..4%- a •.0,8%Vdi 'bSA, >bFGF da .a. ;•. 

20 ng/ml/ EGF da 10 a - ^b Jng/ml, " \^GF^ ^ a /lO,..-;. 

ng/mi; 'LIF da 5 a ■20 ,ng/iril/eparina da 1 a. 2b . jig/ml , " 

g(luc6sio..da-l/8 a ' s" ipg/na, . NaHCO,,. da 2 a :2,.5 ; mg/ml, ' 
Hepes da -.2, 5x10-^ a ' Tv^xir^ apotrasferri^^^ da 50 . 
a 200 ^g/ml,.,. insuiina da- 10 a- 30 • jig/ml/ putrescina ' 
.da 3x10-* a . .7xl0:V M, selenio da . ^xlO-Va; 8xl0:« M> r_ 

' progesterone da ixlO"^ a 3x10"° M. 

. La facile accessibilitli del campioni d^ itvuscolb 
i'di tessuto adipose, ■rende questi tessuti .una. 

• sorgente . ideale per I'isolamento e ; la crescita di; 

" •cellule staminali;. 

Un altro oggetto della presente invenzione e una 
. cellula staminale umana . del muscolo ' (hMSC). 
. • ottenibile mediante " il . procedimento sopra 
■ descritto in cui .come tessuto di partenza viene. 

utilizzatb un • •.■•c^pione di . tessrito' muscolare 
, scheletrico .\amano-. \ 

• Antora. un . altxo' V oggetto della presente 
•'...invenzione- e ^ una ' cellula staminale umana',- del 

tessuto adiposo- ' (hFSC)' ottenibile ■ . mediante . il 
procedimento sopra descritto .in cui come tessuto 
di partenza . viene utilizzato un campione, di 
tessuto adiposo umano. 




Per 1/ ottenimento di;. cellule . hMSC, la fase a) 
del * procedinierito..." secondo 1' invenzione comprende 
pref eribilmente la . digestione • del campione di 
tessuto muscolare scheletrico umano con tripsina. 

■Inoltre, secondo. una foritia* di . attuazione 
piref erit'a ■ per • 1' ottenimento- . di ' cellule. hMSC, la 
fase c) di incubazipne comprende: 

ci) risospendere . Ife celliale- recuperate dalla 
sospensibne cellulare della fase a) nel terreno di 
crescita definite in precedenza; . 

C2) incubare la sospensiohe bellulare pttenuta 
nella' fase precedente all'interno di un 
contenitore per colture cellulari preventivamente 
trattato con collagene. tipo I, per 18 a 24 ore ad- 
una temperatura di cirCa 37°C.e in atmosfera al 5% 
di CO2; 

C3) rimuovere il terreno di crescita da detto 
contenitore e sostituirlo con ugual . terreno di 
crescita preparatp di fresco; e* . • 

C4) . incubare per . ulteriori ^S* a 72 ore,, 
ottenendo in tal modo la -.formazione di piccole' 
cellule tondeggianti adese. alle pareti di detto 
contenitore r dette piccole cellule tondeggianti 
adese essendo cellule staminali \imane del muscolo 
(hMSC) . . 
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In alternativa^ secondo una foima di attuazione- 
preferita per 1' otteniinento' di cellule hFSC^ la. 
fase "*c) di' incubaziohe comprende: 

• c'l) risospendere le cellule recuperate' dalla 
sosperisione cellulare della fase a) nel terreno di 
crescita definite in precedenza; 

C2) incubare la sospensione' cellulare ottenuta 
nella fase precedente .all' interne • di un* 
contenitore per colture cellulari preventivamente 
trattato .con collagene tipo I, per 18 a 24 ore ad 
una temperatura di circa 37**C e in atmosfera al 5%- 
di CO2;. 

■C3) recuperare. le cellule non adese alle 
pareti di detto contenitore e risospenderle nel 
terreno . di crescita definite in precedenza 
p'reparato ;di fresco;- 

• • C4) porre la sospensione cellulare ottenuta 
nella fase precedente in un secondo contenitore 
per colture cellulari npn preventivamente trattato 
con collagene ed ivi. coltivarvi le cellule per 7 a 
.10 giorni, ottenendo in tal modo la formazione di 
aggregati cellulari galleggianti, le cellule di 
detti aggregati essendo cellule staminali umane 
del tessuto adiposo (hFSC) . 



In ques'ta forma di attuazione I'e f asi • ci) e C3). 
vengono ' pref eribilmente. ripetute altre .2 volte,/-; 
per .un' .-totale di 3 cambi ' di teirrerio -..prima di- 
procedere alia .successiva false C4) di inciabazione 
nel- cpntenitore rion .tirattatb con dollagene. . 

Grazie alia loro .capacity " Idi dif f erehziarsi in 
una fnolteplicita di tipi cellula'ri diversi,. le 
cellule . staminali hMSC ..ed •hFSC della presents 
invenzione possono essere utilizzate in una 
varieta di applicazioni terapetitiche qualii 

- la terapia di tessuti ischemici a seguito di 
fenomeni trombotici " o traumatic! oppure la 
ripafazione di danni vascolari dovuti a fenomeni 
traumatic! o di origine aterdsclerotica (per tali 
applicazioni le cellule* staminal'i possono essere 
ingegnerizzate con 1' introduzione nel loro genoma 
di fattor! angiogenic!, come ad" esempio il VEGF 
(^^vascular endothelial growth factor") ) ; 

-la rigenerazione di tessuti muscolari striati; 

- la rigenerazione di. tessuti muscolari- 
scheletrici a causa di event! traioiuatici ; 

- la terapia cellulare nell' inf arto del miocardio;. 

ia rigenerazione " cii tessuto osseo e 
cartilagineci ; 



- nel co-trapianto con altre cellule staininali . 
quaii ' ad * esempio midollari o. n^uronali; per 
supportare * 1' attecchimentb e via .' crescita • e 
favor ire la rig.enerazione di tessuti mesenchimali 
(ps'so^ cartilagine,. muscolo liscio e y.afecolare) ; . • 

- neil' attecchimento. di- tessutp ossep innestato-.- ed 
in generale in tutte le : condizioni che richiedorio 
1' attecchimentd e la crescita di cellule e tessuti 
nell' organismo iimano; 

- la piroduzione di fattori cli crescita . e/o trofici 
per cellule di di versa origine e.. provehienza; 

la produzione di , ormoni a scopp terapeutico 
nell'.uomo; ' : 

- la bioingegneria tissutale; 

- la. rigenerazione di- nervi periferici; 

- il trattamento' della sclerosi multipla;. 

- la rigenerazione. del tessuto nervoso centrale; 

- il trattamento della- malattia di Parkinson e.del 
morbo di Alzheimer. • 

Isolamento di hMSC * ■ ' , ' . 

Un campione bioptico di.. muscolo scheletrico 
umano, dopo ■ essere state pesato ed opportunainente 
catalogato e registrator viene trasf erito..' in . una 
Petri da coltura e finemente frammentato con un 
bisturi.in fraimnenti di circa 1 mm^ o inferiori. 



.Do'p.Q 1' aggiunta • di- PBS (ibampone fosfato i'sotonico) • 
ed antibiotici. .i/ f rammenti' vengdno trasferiti in* 
una. .pfovetta conica e . . iavata .'3 .'volte .con PBS 
itiedi.arite ' leggera*. cen.trif ugazione a. 200 rpm a '4^0. 
Terminato • .1' ultimo lavaggio • . e *" scartato /. il 
supernatante, .a-i . * f rampenti' . si" a.ggiunge . una ' 
soluzione .di • tripsina 0, 25% ■ (peso/volume)- e. 0,25% 
JEDTA (acido . etilendiainminotetracetico) . ' 
•quantita di volume di tripsina da aggiungere viene 
calcolata • rispetto \ al " vbiume ■ ; di ' tess.uto 
frammeritato: per* .circa 0,.5 * tnl- di tessuto * si 
aiggiungono circa 3 ml di' soluzione" ehzimatica.. La 
provetta e poi trasferita in un bagno termostatato 
a 31 ""C ed incubata . p^r circa 2 ore sotto Ifeggera 
agitazione- 

Terminata 1' incubazione dei. frammenti con 
tiripsina, la provetta e lasciata per .circa .10 

.minuti a temperatura ambiente a risposare, in 
maniera • da far depo.s.itare tutto il /materiale.. non 
digerito sul f brido. * della .provetta. - Le cellule .in. 
sospensione vengono aspirate con una pipet'ta 
Pasteur e . trasferite in. una nuova provetta 
contenente ■ pari vbliame di terrene DMEM addizionato 

•con 10% di FCS (siero fetale di vi telle) che serve 
per bioccare I'azione della tripsina. Le cellule 



•vengono quindi recuperate mediante centrif ugazione 
a . 1000 .'rpm per 10 minuti.;. II pellet • ottenuto viene 
succjBSsivamente lavato 3 volte con PBS mediante 
'.centrif ugazione per rimuovere tutto I'FCS.' Infine 
il pellet cellulare ottenuto viene risospeso in un 
terrenp di crescita per cellule. staminali 
denominato . HUMAN-G compostb da terreno DMEM/F12 
(Gibco) contenente: 0,8%* di . BSA (sieroalbumina 
bovina)^ bFGF (basic Fibroblast Growth Factor) 10 
ng/ml, EGF (Epidermal Growth Factor) 20 ng/ml/ 
.VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) 5 ng/ml, 
Liy (Lymphocyte Inhibitor Factor) 10 ' ng/ml, 
eparina 10 }xg/ml, glucosio 2,4ing/ml, NaHCOa 2,25 
mg/ml, Hepes 5x10"^ apotrasferrina 100 |xg/ml, 

insulina 25 ^ig/ml, putrescina ' SxlO"'^ selenio 
.6x10"® progesterone 2x10^*® M. . 

Le cellule vengono quindi seminate in una fiasca 
da coltura T 25 p^reventivamente trattata con 
collagene tipo I . per favorire . I'adesione 
cellulare. La fiasca e . pipi incubata per 18-24 ore 
in un i'ncubatore a 37 °C con. 5% di CO2. Alia fine 
dell' incubazione' ■ il . terreno viene rimosso e 
sostituito con lo stesso terreno HUMAN-G preparato 
di fresco; la fiasca viene poi riposta per altre 
48-72 ore nell' incubatore. 
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Le.. cellule adese nella fiasca da coltura sono * 
.inizialitiente composte da una popolazione di 
plccole cellule affusate (ossia le 'cellule' 
satelliti del muscol.o striate) , mentre le* cellule 
in sospensione ' nel terreno sono generalmente 
globuli ■ rossi o cellule morte e vengpno facilmente 
rimosse mediante aspirazione. Dopo circa 48^72 ore 
di incubazione, sul fondo della coltura insieine 
alle 'Cellule satelliti cominciano a comparire 
piccple cellule tondeggianti, cioe le cellule" 
stamiiiali del muscolo (hMSC) . 

Queste ultime si originano solo utilizzando il 
terreno di coltura descritto in jprecedenza. 
Infatti, con altri terreni di crescita not! 
nell'arte queste cellule piccole'.e tondeggianti 
non si -sviluppano. 

Dopo circa 1-2 settimane dalla semina iniziale, 
bltre alle cellule satelliti affusate e alle 
cellule; piccole e tondeggianti si comincia ad 
osservare . la presenza dl" cellule in . sospensione. 
Quests cellule non sono in grado di proliferare 
autonomamente ma comunque- il loro numero auraenta 
col procedere della coltura, suggerendo che 
derivino dalle cellule piccole e tondeggianti. 
Esse pertanto non rappresentano un'altra 
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popolazione cellulare, ma probabilmente ' una fase-. 
intermedia di . dif f erenziazione.. delle ' cellule 
.stamihali adese".* Dppo. circ*a" i -mese di ■ coltura* si 
possono. ..ottenere- cellule .staminali del muscolo 
.(tiMSC) in "discreta ■ quantita.. In queste condizioni 
sperimentali le hMSC possono • moltiplicarsi in" 
coltujra e. possono' raggiung^re. una . discr.eta 
numerosita (2-3x10^) senza mostrare parti'colari 
seigni di variazione morfologica almeno dopo 3 mes'i 
•di. coltura. Dopo tale, periodo . la crescita si 
riduce e; cominciano a" • comparire cellule con 
itiorfologia ■ f ortemente allungata caratteristica* 
delle cellule muscolari dif f erenziate . Inoltre, se 
dalla coltura di hMSC si ■ rimuovono le cellule in 
sospensione e le si coltiya. su proteine . della. 
membraria basale -come la laminina, quests "si 
possono dif f erenziare in cellule di origine 
nervosa (astrociti;. neuronl.) cioe diverse dal 
tessuto muscolare; di origine'. ' 
Isolamento di hFSC 

■ Un campione * di tessuto adiposo viene pesato, 
trasferito in una piastra da qoltura e iavato 
abbondantemente con PBS. Dopo questa opera.zione. il 
tessuto adiposo, essendo generalmente molto lasso^ 
non rlchiede la disgregazione meccanica con 
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bisturi che e invece nece^saria • per il t.essutp • 
muscolare. . Bsso vierie quindi facilmente disgregato 
tramite • 1' azione meccariica di: risospensione con 
una pipetta . Pasteur. '..'. II tessuto . • viene 
/successivamente iavato'icqn. PBS e trasfer.ito- in una 
provetta ' e lasciato . 'rip6sa:re . ' ' a. ■/ temperatuira 
ambiente per circa 10 ' minuti'. Quest a pr.ocedura 
permette a tutto il, . tessuto grasso che' h/ 
•galleggiarite di sal.ire...in super fi'cie, mentre la 
• 'componente connettivale'; precipita sul fondo. del la 
provetta. La componente' grassa viene-. quindi 
recuperata con una pipetta e . '.trasf erita in. una 
riuova provetta contenente una soluzione. di 
collagenasi' 0,25%. • La ' quantity . di soluzione 
enzimatica da .aggiungere al tessuto adiposo 
. dipende dalla quantity di .materiale da' processare: 
per circa 1 ml di grasso si aggiungono circa 2 ml 
di soluzi.one enzimatica. II materiale viene 
incubato per . circa 2 ore a 37''C in . leggera 
agitazione, dopodich6 il tessuto. digerito .'viene 
lavato 2 o • 3 volte con . PBS mediante 
centrifugazione a iOOO rpm per 10 minuti. II 
pellet cellulare ottenuto Viene risospeso in. PBS e 
la sospensione cellulare ottenuta viene filtrata 
(filtro . di porosita 30 pm) per rimuovere tutti i 
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frammenti vascolari, che • soho abbondantemente . . 
pre.seiit.i-. ■ nel Vtessutb adiposo e ' sbno spesso di 
diininsi.bni superior! ' a 30- ^to. /Tutte le cej^ul^ Q i ■ - 
•mlcroaggregati cellular! di- dimensioni irtferibri a-,- 
30 Mm ■ vengono recupefati .infante ; centrif ugazione; • 
jio-00- rpm' -per. 10 mihuti)^ -^ii ' . soyranatahte viene;;, 
.scartato -.e, il pellet cellulare.: -viene- risospeso nel 
terreno 'HUMAN-G come descfitto in precedenza in.- , 
'•relizibn^ all' ottenimento .. di , ' hMSC/ con I' unica 
.■,variante: che - l4 concentrazibni di LIF e VEGF sono • 
.rlspettivamente di 20 ng7ial.;e' 10 ng/ml. Le -cellule 
•■Vengono poiseminate in una.iiasca T25 cbllagenata • 
ed incubate a- 37''C in atmosfera al 5% di CO2 per 
■circa 18-24 ore. Le cellule . dif f erenziate,. i, 
framaenti vascolari e i fibroblast i presenti riella 
.preparazione aderiscono alia fiasca da ^ •.colturav 
.. merit re tutte le .'pellule niorte. ed indif f erenziate , 
.(cio% • staminali). continuano a/ galleggiare • .nel- 
terf eno . , Quests, procedura yiene generalmehte 
ripetuta . 3 volte per . avere .una buona certezza' di 
avet rimosso. tutte .le cellule ...diff erenziate dalla' 
•preparazione. Alia fine dell' ultima rimozione; le 
•cellule non aderent.i ; vengono /centrifuga^e a 500 
rpm, risospese . in HUMAN-G -.fresco e seminate in 
fiasche . T 25.. non . tra.ttate con collagene. Dopo 



circa 7-10 giorni dalla iniziale messa. in* coltura - 
si '.- possono osservare delle formaziorii • di piu 
cellule .aggregate che galle'ggianD nel terreno di" 
coltura. Queste cellule son.o le hFSC* Dppb circa 
30-45 giorni di coitura . la . quantita di cellule- 
staminaii raggiunge una discreta numerosita (circa 

2-3xi'6^)-.' • . ' 

Caratterizzazione fenotipica e funzionale delle 
hMSC 

E'' stata analizzata. 1' espressione di diversi 
markers sulle cellule. hMSC secondo 1' invenzione . 

Mediante tecniche di • citpf luorimetria e stata 
confermata la positivita delle cellule hMSC al 
C.D34 e Bcl-2 + , mar cat or i per i quali le MSG di. 
tope erano risultate positive in studi- precedent i. 
E'* stata inoltre confermata la positiyita al* 
KDR/Flk-l . e al , Sca-1^ ossia rtiarcatori' che si- 
ritroyano anche sulle cellule staminaii del 
midoilo osseo. 

Tramite studi . in immunoistochiixiica e 
iramunof luorescenza h stata valutata 1' espressione 
di markers muscolari come .la desmina e la 
miogenina. 

Per valutare le caratteristiche di 
differenziamento delle hMSC in cellule" di origine 
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nervosa; i markers fenotipici neuronal! sono stati 
analizzati ■ a" vari tempi di cpltura. Le cellule / . 
sono state . ..coltivate -da •••7,,.a .24 ^ su un 

substrato" di laminina in pre^enza di terreno di . 
coltura senza fattori di crescita. Dopo circa 7-10 
giorni, stata rilevata la" presenza' ' di GAD, un 
marcatore per neuroni GABAergici, che indica il. 
differenziamento 'in neuroni del sistema nervoso 
•periferico. Inoltre 6. stata psservata la. 
positivitA. delle hMSC al GFAP, che suggerisce il 
•differenziamento in cellule della glia (gliociti) . 

Dopo circa 21 giorni e : stata analizzata • la 
presenza dei neurofilamenti-M (NFM) che risultata 
solo limitatamente' positiva. . 
• II differenziamento delle hMSC in cellule 
. iuuscolari lisce e striate ^ stato analizzato 
facendo uso di anticorpi contro la desmina. A 
questo . scopo, le cellule sono' state coltivate su 
substratidi collagene. in terreno senza fattori di 
crescita in presenza di FCS al 3%. 

■ II differenzi^ento in cellule. dell'osso. 
. (osteoblasti) e stato analizzato valutando la 
. presenza di osteocalcina, una proteina che h 
specif icamente prodotta dagli osteoblasti. 
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■ Poiche • in * letteratura e stata riportata. 
I'esistenza di ' un * progenitpre / cbmune per . le 
celluie.- endoteliali e ' le \ cellule ' muscoiaxi- del 
vasi, ;la .capacita oss'ervata delle-. hMSC di 
dif f ereriziarsi in' cellule del . tessutp . muscolare. 
.•con'Sente di :preveder.e- che' tpili cellule siano anche 
in- grado ' di dif f eirenziarsi in fenotipo 
endoteliale . ' ; 

Poiche le'hFSC della presente invenzione hanno 
• la ste'ssa origine mesenchxmale delle hMSC, possimo 
inoltre; prevedere. che le stesse capacita 
dif f erenziative sopra' 'descritte contenute nelle 
hMSC siano- presenti.. anche nelle hFSC- • • 



.RIVENDICAZIONI ' . • ... 
! • Procedimentp per " -la preparazi-one di cellule 
staminali • umane ...a * partite-... da' uh' campione; di 
tessuto adiposd* o ' miiscolare uitiano^ coiriprendente le 
fasi di: . 

.'•a) prepairare una sospeni^ione cellulare a'partire 
da . un • campione" di 'tessuto* adiposo " o* muscolare ' 
..xiitiarao;. , 

b) recuperare le cellule da det.ta sospensione 
cellulare;. e ■ 

• c) . incubare". dette cellule in .tin .terreno 
comprendent.e BSA, . bFGF, EGF, VEGF, ■ LIF, " eparinai 'e' 
usuali sali inorganici, ainminoacidi * natural! e 
vitartiine necessari per- la crescita di cellule di 
mammif ero, 

2". Procedimento s^condo la rivendicazione 2> in cui 
detto terreno. e. ,DMiSM/F12 additivato' con:" da 0,4% a 
.0,. 8% di BSA, bFGF da 5 a 20 ng/ml, EGF da 10 a 40 
.ng/ml, VEGF da . 2,S, a 10 ng/ml/ LIF da 5 a . 20 
rig/ml, eparina .da l.a 20 fxg/ml, glucosio da 1,8 a 
3 mg/ml/. NaHCOa .da 2 a 2,5 mg/ml, Hepes da- 2,5x10"^ 
a 'T^SxlO"^ M, apQtr.asferrina da .5.0 a 200 jxg/ml, 
insulina da. 10 a 30 |xg/ml, putrescina da 3x10"^ a 
7x10"^ M, selenio da * 4x10"® a 8x10"® M, progesterone 
da 1x10"® a 3x10"®. M/ 



3 . Pro.cedimehto. seGondo la . rivendicazione 1 • oppure ' 
2./ in cui' detto •• camp.±6rife/di .tessutp e un; campione: 
:di muscdlo . scheIetri,co . ' ilmano *• e . dette ' cellule . 
'startiinaii sdno* .cellule staminali umahe' del itius.'colo. 

%. Procedimentp secbndo ..la riVendicaz in' cu'i- 

detta fase'a) compreride la digestioniB ; del campione ■ 
di muscolo ischeletrico con tripsina. 

*5', Procedimento secondo la- rivendicazione 3. oppure;' 
A, in cui detta fase c) comprende,: 

ci) risospe'ridere Vie cellule " recuperate dalla 
. j^ospensione cellulare della . f asei a). " in terreno . di' 
• crescita come def inito . nella rivendicazione " 1 
.pppure 2; .. , . *. / 

C2) incubare la sospensione celliilare ottenuta 
.'nella ' fase . precedente. • . all'intefho . di un 
cdntenitore per colture ' cellulari preventivamente 
trattato con cpllagene tipo Ir per 18 a 24 ore ad 
una temperatura di circa 37 °C e in. atihosfera al 5% 

di CO2; •./*•'.'' * 

C3) rimuovere ii terreno di crescita da detto 
cpntenitore e .sostittiirlb • con ugual' terreno di 
crescita preparato di fresco; e 

■ ■ C4) incubare per ;'. ulteriori '48 a 72 ore, 
ottenendo in tal modo- la formazione di piccole 
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■ ■ ... . - , //^ '-v 

cellule, tondeggianti adese alle pareti • di .dettoH^g 

contenitore^ dette. picpole cellule ' tondeggianti ^^^^^^ti^^:^^^^^^^^ 
adese essendo cellule staminali umane del/. m'uscolo ' ^t^§^'n^^ 
(hMSC) " • ' • : . . ■ 

6. Cellule • staminali umane del muscolo" (hMSC) ' * . 
ottenibili mediante* un . procedimehto s^condo una- 



qualsiasi' delle rivendicazioni 3 a 5. 

7. Procedimento secondo * la rivendicazione " 1: oppure 



ill " 

5 

V 5 



2, in cui detto campione di tessuto e . un campione <3 
di tessuto adiposo umano- e dette cellule, staminali;. 8 
sono* cellule staminali umane del tessuto adiposo 

.(hFsc) . . ■ * • ; " ' • 

8. Procedimento secondo la rivendicazione 1,. in cui 
detta fase c) comprende: ■ • 

■ ci) risosperidere le cellule recuperate dalla 
sospensione cellulare. della fase a) in terreno di 
crescita come definite nella rivendicazione 1 
oppure 2; . 

C2) incubare l.a sospensione cellulare . ottenuta 
nella fase* precedente all' interno di un 
contenitore per colture cellulari preVentivamente 
trattato con collagene tipo I, per 18 a 24 ore ad 
una temperatura. di circa 37 ""C e in atmosfera al 5% 
di CO2; 
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; Ca) recuperare le / cellule non *■ adese • alle 
pareti di . detto " contenitofe e . risospehderle . in 
terrerio * ■ di • crescita ;come . definito" nella 
.riveridicazione 1 pppiire 2 preparato di 'fr.escQ; • 

C4) '' porre ' la- sospensione' cellularjB ottenuta 
neila ' f ase precedente. in' un secondo contenitbre 
per; colture cellulari rion preventivamente trattato 
.cori:.collagene. ed ivi cpltivarvi le cellule per -7. a 
10 giorni> ottenendo in. tal modo la . f ormazione di 
aggregati cellulari galleggianti, ■ le cellule . di. 
detti' aggregati essendo cellule starainali umane 
del tessuto adiposo (hFSC) . ' 

9. Procedimento secondo la rivendicazione 8, in cui 
le- f asi C2). e C3) sono ripetute ' per altre 2 volte. 

10. ;. Cellule staminali. umane del tessuto adiposo 
(hFSC) ottenibili med.iante un procedimento secondo 
una. .qualsiasi delle rivendicazioni 7 a 9, 

11. • Cellule staminali. secondo " la rivendicazione 6 
pppure 10 per 1' impiego nella rigenerazione di ■ un 
tessuto scelto dal gruppo che consist^, di .tessuto 
osseo, tessuto cairtilagineo, tessuto endotelial^^ 
tessuto muscolare • liscio, ' tessuto muscolare. 
striate e tessuto nervoso. 

12. Cellule staminali secondo la rivendicazione 6 
oppure 10 per 1' impiego nel trattamento di tessuti 



isdhfeinici,' nella riparazione di danni vascolari; 
nelia * te'rapia . . cellulare dell'infarto del 
mibcardio, ' nel * co-trapiarlto...- con altre cellule, 
staminkli 6 tessuti,. . 'nella produzione * di fattori 
di crescita e/o. . tr.of ici, , nella produzione . di 
oritioni, nella . . bioingegneria ' tissutale, . nella 
rigenerazione di nervi periferici, nel trattamerito 
'della sclerosi multipla, nel trattamentd ' 
dell'ihfarto del miocardio, nel trattamento della* 
malattia di Alzheimer o. nel trattamento del morbo 
di Parkinson. 

13. Uiso' '-di qellule • ; staminali . secondo • la 
rivendicazio'ne 6 oppure . 10 • per* • la ■ preparazione di 
un medicamento per la .rigenerazione di un tessuto 

• kcelto dal- gruppo che consiste di tessuto osseo, 
tessuto cartilagineo^ tessuto endoteliale^ tessuto 
muscolare liscio^ tess.uto muscolare striato e 
tessuto nervoso. 

14. Usp di cellule staminali secondo .la 
rivendicazione 6 oppure 10 per la preparazione di 
lin. medicamento per il; trattamento di tessuti 

.ischemici, la riparazione - di' danni vascolari, la 
. terapia cellulare dell' infarto del miocardi, il 
co-trapianto con altre cellule staminali o 
tessuti,; la rigenerazione di nervi periferici, il 
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■y attamentd - ' ' della ^ i sclerbsi-/ y™^^^^^^^ . .. il 

■tr-attaiaento' dell' inf artp-i del. kio^rdio, • il' 
. trattainento della malattia .d^^^^^^^ o ii; 

/■trattamento del morbo di Parki^^^^ 
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